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摘要 :【 目的 ] 吡 哆 醛 激酶 (pyridoxal kinase, PLK) 是 维生素 B 关键 代谢 酶 。 前 期 研究 克隆 出 家 乔 Bombyx mori 吡 哆 
醛 激酶 DNA, 经 序列 比 对 发 现 几 个 重要 且 保 守 的 氨基 酸 残 基 在 此 蛋白 中 被 替换 。 为 明确 家 蚕 吡 哆 醛 激酶 分 子 若干 
特定 位 置 上 氨基 酸 残 基 在 酶 功能 上 的 作用 进行 本 研究 。[【 方 法 ] 采 用 重 共 延伸 法 对 家 乔 吡 哆 醛 激酶 Thr, Asn”, 
Ile", Arg” 和 Trp” 和 氨基 酸 残 基 进 行 定 点 突变 , 构建 表达 载体 pET-22b( + )-PLK 并 转 入 大 肠 杆菌 Escherichia. coli 
Rosetta 中 进行 诱导 表达 ,经 亲 和 层 析 对 重组 蛋白 进 了 纯化 , 通过 酶 活性 检测 进行 功能 鉴定 。[【 结果 ] 家 乔 吡 哆 醛 激 酶 
Thr" , He 和 Arg” 氨基 酸 突变 后 酶 的 催化 活力 分 别 下 降 82% , 58% 和 8596 ; Asn” 突变 对 酶 的 催化 活力 几乎 没有 影 
响 ; 而 Tp 突变 导致 酶 表 失 催 化 活性 。[ 结论 ] 本 研究 明确 了 选 定 氨基 酸 侧 链 基 团 在 家 乔 吡 哆 醛 激酶 催化 功能 上 的 
意义 。 
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Site-directed mutation of pyridoxal kinase gene and the function of the 
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Abstract: [ Aim] Pyridoxal kinase ( PLK) is a key enzyme related to VB; metabolism. In the previous 
study, the cDNA of PLK of the silkworm, Bombyx mori, 


conservative amino acid residues were replaced in this protein by sequence alignment. This study aims to 


College of Tea and Food Science, 


was cloned, and several important and 


identify the effect of amino acid residues at specific position of PLK of B. mori on enzyme function. 
[Methods] The conserved sites Thr", Asn"', Ile", Arg" and Trp^? 


using over-lap extension. The expression plasmid pET-22b( + )-PLK was constructed and transformed to 


were site-mutated respectively by 


Escherichia coli Rosetta for induction and expression, and then the function of the recombinant protein was 
analyzed after expression product was purified using affinity chromatography. [Results] Compared with the 
wild type PLK, the PLK activities of the mutantions Thr" , Ile and Arg" were reduced by 82% , 5896 and 
85% , respectively, while the PLK activity of the mutantion Asn'" was hardly affected and the PLK activity 
of the mutantion Trp^" vanished. [ Conclusion] In this study, the significance of selected amino acid 
residues of side chains on the catalytic function of PLK of B. mori was clarified. 

Key words: Bombyx mori; pyridoxal kinase; site-directed mutation; expression; purification ; functional 


identification; enzyme activity 


维生素 Bo( VB ) 是 一 组 吡啶 类 化 合 物 的 总 称 ， 
nb mE jk 


( Snell et al., 


谢 过 程 ( McCormick and Chen, 1999) , 


Wi NS n UE Hk pyridoxamine 5'-phosphate, 
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1942), Hh, PLP 是 100 多 种 细胞 酶 
的 辅酶 , 涉及 氨基 酸 代 谢 的 各 种 反应 和 其 他 多 种 代 
植物 和 微 生 
物 拥 有 VB。 从 头 合 成 途径 (de novo pathway) 。 动 物 
利用 食物 中 的 VB, 通过 补救 途径 (salvage pathway ) 
合成 PLP。 补 救 途径 由 吡 哆 柄 激酶 ( pyridoxal 
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kinase, PLK, EC 2. 7. 1. 35) $i PNP/PMP 氧化 酶 
( PNP/PMP oxidase, EC 1.4.3.5) 4i, 前 者 催化 游 
AW VB, 的 磷酸 化 反应 , 生成 相应 的 砍 酸 酯 型 ， 后 
者 将 PNP 或 PMP 转变 为 PLP(Kwok and Churchich, 
1980 ) 。 

哺乳 动物 、 植 物 和 微生物 PLK 的 酶 学 性 质 、 化 
学 修饰 和 空间 结构 等 多 有 报道 ( Maras et al., 1999; 
Lum et al., 2002; Li et al., 2004; Cao et al., 2006; 
Safo et al., 2006; Küstner et al., 2007; Shi et al., 
2007), ， 而 昆虫 PLK 的 相关 人 研究 很 少 。 目 前 尚 没 有 
关于 PLK 定点 突变 的 研究 报道 。 家 和 看 Bombyx mori 
是 用 于 乍 丝 生产 的 重要 经 济 昆 贝 ，VB。 对 看 体 氨基 
酸 代谢 、 脂 肪 酸 代 谢 以 及 转氨酶 活力 有 较 大 影响 
( 张 剑 韵 和 黄龙 全 ,2003a)。 家 至 虽然 同属 VB6 异 
养 型 生物 , 但 家 看 体内 VB 代谢 和 哺乳 动物 存在 差 
异 ( 张 剑 衣 和 黄龙 全 , 2003b) 。 家 在 PLK cDNA 75 
有 一 894 bp 的 完整 可 读 框 , 编码 一 条 分 子 量 为 33. 1 
kDa, 含 298 AERIENE. WEARS 
人 PLK 序列 的 同一 性 为 50% , 包含 PL 激酶 家 族 共 
有 的 特征 保守 序列 , 但 比 哺 乳 动 物 和 植物 PLK 均 少 
10 多 个 残 基 , 4 个 重要 且 保 守 的 氨基 酸 残 基 在 此 有 重 
日 中 被 替换 (Shi et al., 2007) JEA RAEE NT 
分 子 上 特定 位 置 的 氨基 酸 残 基 在 酶 的 结构 与 功能 上 
作用 的 有 效 方法 。 本 文 以 本 研究 室 克 隆 的 家 到 PLK 
cDNA( GenBank 登录 号 : ABE28378) 为 研究 对 象 ， 
对 家 看 PLK 几 个 有 特点 的 氨基 酸 残 基 Thr”, lle”， 
Asn”，Arg 和 Trp” 进 行 定点 突变 , 构建 重组 质粒 
进行 原核 表达 , 对 纯化 后 的 重组 集 日 进行 酶 活性 测 
XE, 明确 了 选 定 氨基 酸 侧 链 基 团 在 酶 功能 上 的 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 和 主要 试剂 

大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 克隆 菌株 、 质 
PE pET-22b( + ) 由 安徽 农业 大 学 条 叶 生 物 撤 术 重 点 
KEAT E. coli Rosetta( DE3) 表达 再 株 购 目 北 
京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; 限制 性 内 切 酶 Nde I 
和 Xho | , TA 连接 酶 、DNA marker 和 胶 回 收 试剂 盒 
购 目 TaKaRa 公司 ; Pfu REM, Taq DNA 聚合 酶 和 
dNTP 购 目 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 ; 异 丙 基 - 
B-D- 硫 代 半 乳糖 音 (IPTC)、 二 硫 苏 糖 醇 (DTT)、 东 
甲 基 矿 酰 氟 (PMSF)、 溶 亢 酶 、 氮 下 青霉素 钠 (Amp- 
Na;). $8 3& ( CM) 和 三 磷酸 腺 苷 钠 盐 (ATP-Na,) 


购 自 上 海 生 工 生 物 工 程 公 司 ; Ni Sepharose™ 6 Fast 
Flow 购 目 GE 公司 ; 离心 超 滤 管 购 自 Millipore 公 
H]; EA Marker 购 目 天 根 生 物 技术 有 限 公 司 ; PL 
购 目 Sigma 公司 ; 引物 合成 与 核酸 序列 分 析 分 别 由 
上 海 生 工 公司 和 南京 灿 骏 公司 完成 。 

1.2 EARE 

3 FH E g E [ER 32; (overlap extension ) ( $ 8H 59i 
等 , 2004) 分 别 将 家 看 PLK 47 MIAR Thr” (T) R 
变 为 天 冬 酰胺 (N) , 记 作 T-N; 54 ERRAR Ile” 
(了 有) 突变 为 茶 丙 氨 酸 (fF)， 记 作 IL-F; 88 位 精 氨 酸 
Arg" (R) 突 变 为 异 亮 氨 酸 (1), WE R-I; 121 位 天 
ZAR An” (N) 突变 为 谷 氨 酸 (上 ) , 记 作 N-E; 
230 MEAR Trp” (W) 突变 为 谷 氨 酸 (上 ) ， 记 作 
W-E。 依 据 家 和 在 PLK cDNA 编码 框 序 列 , 分 别 设 计 
2 条 引物 T-F 和 T-R 用 于 各 突变 。 

依据 家 看 PLK cDNA 编码 框 序列 , 设计 2 条 引 
物 Pyy-F 和 Py, -R 用 于 构建 PLK pET22b 融合 蛋白 
表达 载体 ( 表 1)。 

以 Pyy-F f T-F 分 别 作 上 、 下 游 引 物 , PCR 扩 
增 反 应 条 件 根 据 Pru DNA 聚合 酶 使 用 说 明 设 定 为 : 
94% 预 变 性 3 min, 94% 变性 30 s, 57% 退火 30 s, 
72*C 延伸 90 s, 35 个 循环 后 , 72% 补 齐 10 min, 所 
得 产物 用 DNA 凝 胶 纯化 试剂 盒 回 收 ， 记 为 T-AC。 
以 Py-R 和 T-R 分 别 作 上 上、 下游 引物 , 用 同样 的 方 
法 得 到 的 扩 增 产物 记 为 TBD。 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 
fr PCR 扩 增 产物 。 

再 以 上 pk 和 Py,-R 分 别 为 上 、 下 游 引 物 ， VÀ 
T-AC 和 了 -BD 模板 链 进行 扩 增 , 反应 条 件 为 : 940C 
预 变性 3 min, 94% 变性 30 s, 72% 延伸 90 s, 20 个 
循环 后 , 再 72C 补 齐 10 min, 随后 加 入 引物 Porx-F 
和 Ppx-R, 94C 预 变性 3 min 后 ,， 94?C 变性 30 s, 
56 人 退火 30 s, 727C 延伸 90 s 进行 35 个 循环 后 ， 
72C 补 齐 10 min, 3x BEBE SER FL UK 27 9r PCR 扩 增 
产物 。 容 变 产物 命名 为 Fer. A RRRA F 
序 。 采 用 所 述 相同 的 方法 分 别 获 得 突变 产物 Foi, 
Fon, Fri fll Fprk-w o 
1.3 重组 表达 载体 的 构建 

将 扩 增 所 得 到 的 突变 体 片 段 的 末端 加 A FÉ, YE 
接 入 pMD18-T 载体 中 , FEA E. coli DH5a 中 ,菌落 
PCR 鉴定 阳性 菌 。 将 已 确认 的 pMDIS-T 重组 质粒 
用 Nde I 和 Xho I IUH, 纯化 回收 目的 基因 ,并 
将 其 与 同样 双 酶 切 后 的 pET-22b 连接 , 得 到 重组 表 
达 载 体 ， 记 为 pET22b ( + ) -Mar。 将 pET-22b 
(+ )-Mpkrfk A E. coli Rosetta 中 ,菌落 PCR 鉴 定 
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表 1 本 研究 中 所 用 引物 


Table Primers used in this study 


引物 名 称 Primer name 
T-F 





T-R 
I-F 
I-R 
R-F 
R-R 
N-F 
N-R 
W-F 
W-R 
Pprg-F 


Ppik -R 








引物 序列 Primer sequence (5' -3") 


引物 的 功能 Function of primers 


Thr? 突变 引物 Thr” mutation 


Je“ 突变 引物 Tle” mutation 


Arg 突变 引物 Arg? mutation 


Asn! RA] Asn?! mutation 


Trp? RAS |j Trp? mutation 


PLK 3 5$ PLK amplification 


对 于 突变 引物 ， 阴 影 部 分 为 突变 的 氮 基 酸 密码 子 The codon of mutated amino acid is shaded in primer sequences used in mutation. 对 于 
PLK 扩 增 引物 ， 阴 影 部 分 为 限制 性 酶 切 位 点 The restriction site is shaded in primer sequences used in PLK amplification. 


阳性 菌 , 并 送 南 京 类 骏 公 司 测序 。 以 同样 的 方法 得 
到 pET-22b ( + )-Myy;, pET-22bMg,,, pET-22b 
( +)-Mprrws 和 和 pET22b( + ) -Mp yc 
1.4 S? E EBJBJES S XOT 2E 

把 含有 重组 质粒 的 E. coli Rosetta 分 别 接种 于 
10 mL T ZR T$ 8:28 (50 pg/mL) MAER (34. pg/ 
mL) HJ LB 液体 培养 基 中 , 37% 震 功 培养 过 夜 ， 以 
1: 100( v/v) 进行 扩大 培养 ,培养 至 亩 液 0Deo 值 为 
0.4 ~0.6 时 , JWA IPTG 至 终 浓度 1 mmol/L 进行 诱 
导 表 达 , 160 培养 过 夜 后 离心 收集 菌 体 。 加 入 20 
mmol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH 7.4)5 mL EBA, W 
加 终 浓度 1 mmol/L DTT, 10 mmol/L PMSF, 100 
ug/mL 溶菌 酶 后 混 匀 。 冰 浴 下 超声 破碎 落体 ,4%C 
下 8 000 rpm 离心 20 min， 所 得 上 清 即 为 粗 酶 液 。 
粗 酶 液 经 Ni Sepharose"" 6 Fast Flow(GE) 分 离 和 纯 
化 , 收集 目的 蛋白 进行 超 滤 浓 缩 ( 张 平平 等 ， 
2010)。 取 10 pL 样品 进行 SDS-PAGE 电泳 (浓缩 胶 
5%. TAR 12.5% ) 检测 重 日 纯度 , 采用 Bradford 
法 检测 重 日 浓度 。 
1.5 RA PLK 的 活性 检测 

KH ZEE LE EEUU ZEE PLK 活性 (Wada and 
Snell, 1961) 。 酶 活力 单位 (U) 定 义 : 37C 下 ,每 分 
钟 催化 生成 1 nmol PLP 所 需 的 酶 量 。 反 应 总 体系 
为 3 mL, 80 mmol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 5. 5 )2. 420 
mL, 10 mmol/L 的 ATP 100 uL, 3 mmol/L 的 ZnCl, 
50 pL 和 纯化 后 的 PLK 20 ug。 反应 体系 37% FB 


热 min 后 添加 PL 开始 反应 , 反应 时 间 10 min。 加 
和 300 uL 三 氯 乙酸 (TCA ) 中 止 反 应 。 离 心 取 上 清 
2 mL, 加 入 磷酸 缓冲 液 850 pL MÆ PHAN 150 pL 
后 反应 2.5 min, 410 nm 下 测定 吸光 度 。 对 照 为 先 
加 入 TCA, 后 加 入 PL, 


2 结果 与 分 析 


2.1 定 挟 突变 体 的 获得 

图 1 为 藤 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 结 果 。 对 T-N 突变 
来 说 , 第 1 次 扩 增 得 到 2 条 片段 ,以 P-E I T-F 
分 别 作 上 、 下 游 引物 ， PCR 得 到 的 扩 增 产物 T-AC, 
约 为 150 bp; 以 Pyy-R 和 T-R 分 别 作 上 、 下 游 引 
gj, PCR 得 到 的 扩 增 产物 T-BD, 约 为 750 bp; 第 2 
轮 扩 增 得 到 1 条 片段 为 突变 产物 Farr, 约 900 bp。 
同样 , I-F RÆ: I-AC 约 为 160 bp, I-BD 约 为 740 
bp; R-I 突变 : R-AC 约 为 260 bp, R-BD 约 为 640 
bp; N-E 突变 : N-AC 约 为 360 bp, N-BD 约 为 540 
bp; W-E 突变 : W-AC 约 为 690 bp, W-BD 约 为 210 
bp; 第 2 HH 增 突 变 产 物 Firxa, Fein Fpixn 和 
Farw JN 900 bp ( 图 2) o 测序 结果 也 与 试验 设计 
一 致 ,说明 突变 成 功 。 
2.2 重组 表达 载体 的 构建 

用 Nde I 和 Xho I 双 酶 切 重组 表达 载体 pET- 
22b( + )-My4, 1.2% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 为 图 3。 
质粒 测序 结果 证 明 重 组 表达 载体 pET-22b( + )- 
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| 1500 


—— 1000 
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2 800 
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图 1 ZE PLK 定点 突变 片段 的 鉴定 
Fig. 1 Identification of site-directed mutant DNA fragments 

of PLK in Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; LJ Ppig-F F T- 
F 分 别 作 上 、 下 游 引 物 , PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products amplified 
with primers Pyj,-F and T-F; 2; 以 Py,-R fll T-R 分 别 作 上 、 下 游 引 
H, PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products amplified with primers Py, -R 
and T-R; 3: 以 Py -F 和 I-F 分 别 作 上 、 下 游 引 物 , PCR 得 到 的 扩 增 
产物 PCR products amplified with primers Ppig -F and I-F ; 4: LJ Ppix- 
R 和 I-R SHMEE, FSA, PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products 
amplified with primers Py; , -R and I-R; 5; 以 Pyj-F 和 R-F 分 别 作 上 、 
下 游 引物 ， PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products amplified with primers 
Ppix-F and R-F; 6: 以 Ppix-R 和 R-R 分 别 作 上 、 下 游 引物 , PCR 得 
到 的 扩 增 产物 PCR products amplified with primers Perk-R and R-R; 
7: 以 Pprx-F 和 N-F 分别 作 上 、 下 游 引 物 ，PCR 得 到 的 扩 增 产物 
PCR products amplified with primers Perk-F and N-F; 8: 以 Perg-R 和 
N-R 分 别 作 上 、 下 游 引 物 ，PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products 
amplified with primers Pp, -R and N-R; 9: 以 Ppix-F 和 W-F 分 别 作 
Ek. FØ, PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products amplified with 
primers Pg, -F and W-F; 10; 以 Py4,-R 和 W-R 分别 作 上 、 下 游 引 
Jj, PCR 得 到 的 扩 增 产物 PCR products amplified with primers Py, -R 
and W-R. 


bp 


1500 
- —-1000 


Re 900 


800 
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700 
600 








图 2 RE PLK 基因 编码 区 全 长 片段 的 PCR 扩 增 
Fig. 2 PCR amplification of the coding region of 
PLK of Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; 突变 体 Fpigr 
Mutated Fg 5; 2: 突变 体 Fpikt Mutated Foki; 3: RÆ Fon 
Mutated Fpi à ; 4: RE Frrr Mutated Foky; 5: 突变 体 Fpgw 
Mutated Fpj y ; 6: 野生 型 PLK Wild type PLK. 


My, TJ £& IX, 2j, pET-22b ( + )-Myy;, pET-22b 
( + )-Myya, pET22b( + )-Myy 4, HI pET22b( + )- 


Mpixw 也 用 同样 的 方法 进行 了 验证 。 
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图 3 家 看 PLK 重组 表达 质粒 pET22b( + ) -Me hI NYERE 


Fig. 3 Double enzyme digestion of recombinant vector 
pET-22b( + ) -Myy4 in Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker. 


2.3 ”重组 绰 日 的 诱导 表达 

经 SDS-PAGE WW, 野生 型 家 到 重组 PLK EH 
分 子 量 约 为 33 kDa, OE APR ZH CHR PLK 的 分 子 量 
也 都 约 为 33 kDa( 图 4)。 
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图 4 家 看 重组 野生 型 和 突变 PLK 的 原核 表达 和 鉴定 
Fig. 4 Expression of wild type and mutated recombinant 
PLK of Bombyx mori 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标 准 Protein molecular weight standard; 1; pET-22b 
空 载体 诱导 Empty vector pET-22b( + ) - after induction; 2: JG IPTG 175 
导 条 件 下 pET22b( + ) -PLK 的 表达 Expression of pET-22b( + ) -PLK 
without IPTG; 3. IPTG 诱导 条 件 下 pET22b ( + )-PLK 的 表达 
Expression of pET-22b( + ) -PLK after induction with IPTG; 4-5; 分 别 
为 超声 后 的 菌 液 上 清和 沉 活 Supernatant and deposit of bacterial liquid 
after ultrasonication, respectively; 6 — 11; 纯化 后 的 PLK, PLK-T, 

PLK-I, PLK-R, PLK-N, PLK-W 4£&F4 Purified recombinant protein. 


2.4 RE PLK 的 活性 分 析 

家 在野 生 型 PLK 反应 产物 经 休 脖 反应 后 在 410 
nm 下 的 OD 值 为 0. 86, 同样 条 件 下 测 得 突变 体 
PLK-T, PLK-I, PLK-R, PLK-N 和 PLK-W 的 OD {Ë 
分 别 为 0. 16 +0.02, 0.37 +0.02, 0. 13 € 0. O1, 
0.77 £0.02, 0.02 +0.00, PAESI ZE S PLK 酶 活力 
为 360 U/mL, PLK-T, PLK-I, PLK-N, PLK-R 和 
PLK-W 突变 体 的 酶 活力 分 别 为 64.8, 151. 2, 321.3, 
54 415.5 U/mL (图 5)。 结 果 表 示 : 家 看 PLK 
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Thi, le# 和 Arg 氨基 酸 突变 后 催化 活力 分 别 下 降 
82% , 58% 和 85% ; Asn” 突变 对 催化 活力 几乎 没 
有 影响 ; 而 Tr Sete CB e e Le 
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图 5 家 和 蛋 重 组 野生 型 和 突变 PLK 的 功能 鉴定 


Fig. 5 The functional identification of wild-type and mutated 


PLK-R 


recombinant PLK of Bombyx mori 
* * 


3.1 突变 体 PLK-T 功能 分 析 

Li 等 (2004) 对 羊 脑 PLK 晶体 结构 的 研究 发 现 ， 
酶 与 PL 结合 时 , 重要 的 Loop 工 结 构 向 PL 移动 2À ; 
Loop 上 的 Val , Phe? 和 Thr 把 PL 拉 向 ATP， 同 
时 Tyr, Tyr", His", Val? 和 Val? 3 PL KIE 
环 两 侧 移动 , 固定 PL. 

本 研究 通过 序列 比 对 发 现 Thr 是 家 春 PLK 
Loop I KRAKAR, XA PLK 的 Thr” 可 能 是 
结合 PL 重要 的 氨基 酸 残 基 。 办 和 氨 酸 突变 为 天 冬 酰 
胺 后 , 突变 体 的 催化 活性 大 幅度 降低 , 说 明 Thr 是 
对 家 在 PLK 的 催化 功能 有 重要 意义 。Thr ETRA 
基 的 氨基 酸 , 突变 后 的 Asn 是 酸性 氨基 酸 ，Loop II 
结构 微 环境 的 酸 碱 性 发 生 改 变 , 导致 环 结构 不 能 很 
好 地 固定 LL。 为 一 方面 ,Thr 的 羟基 可 能 与 PL 的 
O, 以 氢 键 结合 , 辅助 Thr 结合 PL。 突 变 后 的 家 看 
PL 激酶 不 能 与 PL 的 0; 很 好 结合 。 

3.2 REIR PLK-I 功能 分 析 

羊 脑 PLK-ATP 复合 体 结合 PL 时 ,空间 结构 上 
与 Thr” 和 Phe” HAB B Trp” fj MIREI EE 180°, Thr” 
和 Trp^ B EOS 8 PGZDGE MAR TER (Li et al., 
2004) , Maras & (1999 ) 通过 化 学 修饰 的 方法 发 现 
羊 脑 PLK 的 Trp 是 结合 ATP 的 重要 氨基 酸 残 基 。 

本 研究 通过 序列 比 对 发 现 与 羊 脑 PLK 的 Trp” 
位 点 对 应 的 家 等 PLK 的 ne" HRABRA, 所 以 对 
Ile" 进行 定点 突变 。 当 蜡 亮 氮 酸 突变 成 茶 丙 氨 酸 
后 , 突变 体 的 催化 活性 虽然 降低 , 但 幅度 不 大 。 证 
实 了 家 人 乔 PLK le” 和 周围 的 一 些 氨基 酸 残 基 形成 疏 
水 环境 有 利于 结合 PL。 


3.3 ”突变 体 PLK-R 功能 分 析 

Bach 等 (2005 ) 研究 发 现在 激酶 家 族 的 151 种 
激酶 中 ，PLK 是 唯一 与 细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 
(CDK2ZCDKS ) 拥有 同样 的 选择 性 抑制 剂 roscovitine 
的 激酶 。Tang 等 (2005 ) 研究 羊 脑 PLK 与 roscovitine 
形成 复合 物 的 结构 时 发 现 ，roscovitine HJER E 
XXE Tyr“, Val”, Val“ 和 Gly” 2H p BW ZK O 4S 
中 roscovitine 的 葵 甲 基 和 Va 及 Arg? 以 疏水 键 结 
合 , 提示 这 6 个 氮 基 酸 残 基 对 结合 PL 有 着 重要 
作用 。 

本 研究 通过 序列 比 对 发 现 羊 脑 PLK Arg" 在 家 
E PLK 的 对 应 位 置 为 Arg 。 推 测 家 看 PLK 的 Arg 
是 结合 PL 的 氮 基 酸 残 基 , 所 以 对 Arg 进行 定点 突 
变 。 当 精 氨 酸 突变 成 异 亮 氨 酸 后 , 突变 体 的 催化 活 
性 大 幅度 降低 。 结 果 表 示 Arg" 确实 是 结合 PL WA 
基 酸 残 基 。Arg 是 碱 性 氨基 酸 , 而 Ile 是 中 性 氨基 
酸 。 邦 一 方面 ,He 是 玖 水 性 氨基 酸 , 会 把 目 己 包 埋 
在 周围 氨基 酸 残 基 中 , 可 能 改变 PLK 的 重 日 构象 。 
3.4 ”突变 体 PLK-N 功能 分 析 

人 类 PLK Loop 工 上 的 Asp”, 磷酸 化 反应 时 覆 
其 在 ATP E, 防止 ATP 过 早 水 解 (Cao et al., 
2006 ) 。 羊 脑 PLK Loop I Æ PLK 结合 ATP 后 会 履 
mE AP Zi du b, 防止 ATP 过 早 水 解 (Li et 
al., 2002) 。 羊 脑 PLK Loop I 的 第 121 位 是 Asn”, 
Asn 和 Asp 为 酸性 氨基 酸 。 

本 人 研究 的 家 至 PLK Loop I 的 结构 少 了 3 TA 
基 酸 残 基 , 但 存在 Asn”。 因 此 , 推测 家 看 PL 激酶 
Asn” 有 其 特殊 意义 。 但 非 保 守 的 氮 基 酸 残 基 
Asn ”突变 后 没有 改变 酶 的 催化 活力 。 一 方面 Asn 
和 Glu 都 是 亲 水 氨基 酸 , 而 且 结 构 相 似 。 所 以 突变 
后 没有 破坏 家 得 PLK Loop I 的 环 状 结构 ,从 而 对 家 
到 PLK 的 活性 影响 很 小 。 为 一 方面 Glu 7g B TE 24 
基 酸 在 磷酸 化 反应 时 也 能 覆盖 在 ATP E, 保护 ATP 
不 被 过 早 水 解 。 本 研究 推测 Asn“ 的 作用 是 保护 
ATP 不 被 过 早 水 解 。 
3.5 ”突变 体 PLK-W 功能 分 析 

羊 脑 PLK rp np BEER Trp” 和 Trp“ 是 结合 
ATP 的 重要 氨基 酸 (Maras et al.，1999 )。 家 看 在 
230 位 上 和 羊 、 人 与 猪 一 样 是 Trp, 而 且 在 很 多 对 
PLK 晶体 研究 中 也 没有 提 及 色 氨 酸 的 功能 (Li et al., 
2002; Lum et al., 2002; Safo et al., 2004; Cao et al., 
2006) 。 

KA PLK 只 有 第 230 位 是 Trp, 可 能 是 决定 
PLK 催化 功能 的 关键 氨基 酸 。 本 研究 将 Tp” RE 
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为 Clu Je , 突变 体 丧 失 催 化 活性 , 证 明了 其 重要 性 。 
导致 酶 形 失 催化 活性 可 能 有 三 方面 的 原因 : 首先 
Tp Z& i zK PESE, 而 Clu 是 酸性 ; 其 次 Trp 和 
Glu 的 结构 差异 太 大 ; 还 有 Trp WHR ERS JE 
物 重要 的 官能 团 ， 突 变 后 的 PLK 可 能 不 能 绑 定 
底 物 。 
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